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1. Kapitel: Einleitung 
 
1.1. Physikalische Grundlagen 
1.1.1. Elektromagnetische Strahlung 
Elektromagnetische Strahlung bildet ein elektromagnetisches Spektrum, das von der 
Radiostrahlung bis zu der Röntgenstrahlung reicht. Als Licht wird der sichtbare Teil 
dieser elektromagnetischen Strahlung bezeichnet. 
Physikalisch besteht ein Dualismus, da elektromagnetische Strahlung sowohl eine 
Teilchen- als auch eine Wellenstrahlung ist. Wie jede andere Welle lässt sich Licht 
demnach durch die Wellenlänge (λ) und die Frequenz (f) charakterisieren. Die 
Wellenlänge (λ) bezeichnet den Abstand zwischen zwei Punkten einer Welle, bei 
denen der gleiche Schwingungszustand vorliegt. Sie wird in Nanometern (nm) 
angegeben. Die Frequenz ist ein Maß für die Anzahl der Schwingungen pro 
Zeiteinheit mit der Einheit Hertz (Hz = 1/s). Zwischen der Frequenz (f), der 
Wellenlänge (λ) und der Ausbreitungsgeschwindigkeit (v) besteht folgende 
Beziehung: v = λ mal f (Ramsay, 2013). Moderne physikalische Untersuchungen 
konnten zeigen, dass die Ausbreitung der elektromagnetischen Strahlung nicht 
gleichmäßig erfolgt, sondern in Form von kleinsten Energieträgern (Quanten) oder 
auch Photonen genannt. Sie stellen den korpuskulären Charakter des Lichtes dar 
(Chung et al., 2012).  
Nur ein kleiner Teil dieser elektromagnetischen Strahlung ist für das menschliche 
Auge sichtbar. Er erstreckt sich über einen Wellenlängenbereich für violettes Licht 




Laserstrahlung ist eine Quelle für kohärente und scharf gebündelte 
elektromagnetische Strahlung, die durch eine hohe Intensität und einen sehr engen 
Frequenzbereich (monochromatisches Licht) gekennzeichnet ist. Die Abkürzung 
Laser steht für Light amplification by stimulated emission of radiation (McGuff et al., 
1963). Laserstrahlung wird erzeugt, indem man Atome durch das Einstrahlen von 




kreisen die Elektronen auf Orbitalen eines höheren Energieniveaus. Durch ein 
Lichtquant (Photon) einer bestimmten Frequenz werden alle Atome gleichzeitig zur 
Emission von Licht stimuliert. Dabei fallen die angeregten Atome wieder in ihren 
Grundzustand zurück und senden dabei ein Photon der identischen Energie (also 
identischer Wellenlänge und Frequenz) wie das stimulierende Photon aus. Dabei 
entsteht Licht von großer Lichtstärke, welches sich extrem gut parallelisieren lässt 
(Farkas et al., 2013). 
 
1.2. Klinische Anwendung von Laserstrahlung 
In der modernen Medizin findet die Lasertherapie eine breite klinische Anwendung in 
verschiedenen Bereichen. So werden beispielsweise high power Laser, wie CO2-, 
Argon- oder YAG-Laser in verschiedensten chirurgischen Disziplinen zur Evaporation 
(Verdampfung), Exzision und Koagulation von Gewebe genutzt (Roodenburg et al., 
2002).  
Im Gegensatz dazu wird eine energieärmere Low-Level-Lasertherapie als 
konservative Therapiemaßnahme bei verschiedenen Krankheitsbildern unterstützend 
angewendet. Der Begriff Low-Level-Laser bezeichnet dabei definitionsgemäß eine 
Strahlung im Bereich des infraroten Lichtes, die im Vergleich zu den chirurgischen 
Lasern nicht fähig ist, Gewebe zu erwärmen oder zu schneiden und deshalb auch als 
„cold laser“ Strahlung bezeichnet wird (Chung et al., 2012). 
Die drei Hauptanwendungsgebiete dieser energieärmeren Lasertherapie begrenzen 
sich auf die Reduktion von Entzündungen, Förderung der Wundheilung und die 
Behandlung von Schmerzen bei neurologischen Krankheitsbildern. So wurde von 
Thomas ein supportiver Effekt bei kutanen Wundheilungsstörungen beobachtet 
(Thomas et al., 1995). Lampl et al demonstrierte, dass eine innerhalb von 24 
Stunden nach ischämischem Schlaganfall durchgeführte Bestrahlung das 
neurologische Outcome der Patienten signifikant verbessern kann (Lampl et al., 
2007). Für eine transkranielle Laserstimulation wurde sogar eine positive 







1.3. Einfluss der Laserstrahlung auf den zellulären 
Stoffwechsel 
In mehreren in-vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass diese Form der 
Laserstrahlung einen biostimulativen Effekt auf Mitochondrien ausübt (Greco et al., 
1989). Dieser Effekt wird auch als Photobiomodulation bezeichnet, wobei die 
Stimulierung der Mitochondrien auf einer direkten Aktivierung von mitochondrialen 
Akzeptormolekülen, den Chromophoren, beruht (Sutherland, 2002). Hierzu wird auch 
Cytochrom C, ein Schlüsselenzym der mitochondrialen Atmungskette gezählt 
(Pastore et al., 1994). Der so gesteigerte zelluläre Metabolismus führt zu einer 
erhöhten Produktion von ATP (Adenosin-Triphosphat), Radiakalfängern wie ROS 
(Reactive Oxygen Species) und Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-kP (für eine 
Übersicht siehe Abbildung 1) (Karu, 1999; Chen et al., 2011). Die erhöhte 
Proteinsynthese triggert weitere zelluläre Down-Stream Effekte wie erhöhte 
Zellmigration und Proliferation und beeinflusst die Ausschüttung verschiedenster 
Zytokine und Wachstumsfaktoren (Karu et al., 2005). 
 
 
Abbildung 1: Darstellung der Photobiomodulation (modifiziert nach Chung 
2012) 
Abkürzungen: near infrared light = Frequenz nahe am Infrarotlicht, Cell Membrane = Zellmembran, 
mitochondrion = Mitochondrium, NO = Stickstoffmonoxid, ATP = Adenonsintriphosphat, ROS = 







1.4. Photodynamische Therapie (PDT) 
1.4.1. Wirkprinzip der PDT 
Bei der photodynamischen Therapie trifft Licht einer bestimmten Wellenlänge und 
Intensität auf einen vorher applizierten Photosensibilisator und führt zu dessen 
Aktivierung. Dies führt im Rahmen einer photodynamischen Reaktion (PDR) zur 
Bildung von Sauerstoffradikalen (Sibata et al., 2001). Die gebildeten Radikale, die im 
Durchschnitt eine Halbwertszeit von 40 Nanosekunden und eine Reichweite von 20 
Nanometern haben (Sibata et al., 2001), führen zur Apoptose und Nekrose im 
umliegenden Gewebe (Oleinick et al., 2002; Igney et al., 2002). 
 
1.4.2. Photosensibilisatoren 
Photosensibilisatoren sind Moleküle, die fähig sind Lichtenergie zu übertragen 
(Calzavara-Pinton et al., 2007). Für den klinischen Gebrauch sollten die verwendeten 
Substanzen folgende Eigenschaften haben: keine Toxizität bis zur Aktivierung, eine 
hohe Hydrophilie für eine einfache systemische Applikation, Aktivierung durch eine 
gebräuchliche Wellenlänge, möglichst hohe Konzentration im Tumorgewebe und ein 
niedriger Anschaffungspreis (Allison et al., 2013). Heutzutage haben sich folgende 
Stoffgruppen als Photosensibilisatoren auf dem Markt etabliert: 
Hämatoporphyrinderivate (Photofrin), M-Tetrahydroxyphenyl Chlorine (Foscan), 
Mono-L-Aspartyl Chlorine e6 (NPe6), Aminolävulinsäure (ALA) und Fotosens (Allison 
and Moghissi, 2013).  
 
1.4.3. Bestrahlung 
Jeder Photosensibilisator benötigt eine bestimmte Wellenlänge und Energiedosis für 
seine erfolgreiche Aktivierung (Kato, 1996). Generell werden für die Aktivierung von 
Photosensibilisatoren hohe Wellenlängen für tiefe Gewebeschichten und niedrige 
Wellenlängen für oberflächliche Zonen genutzt. So hat beispielsweise eine 
Wellenlänge von 630 nm eine Eindringtiefe von einem halben Zentimeter, im 
Gegensatz dazu besitzen Wellenlängen von 400 nm eine Eindringtiefe von nur einem 
Millimeter (Sibata et al., 2001; Brancaleon et al., 2002). Die heute gängigen 
Präparate wie Aminolävulinsäure oder Hämatoporphyrinderivate können von einem 




Wahl der korrekten Wellenlänge sind Tumorgröße und -tiefe sowie angrenzende 
anatomische Strukturen.  
Im klinischen Alltag findet sich ein breit gefächertes Angebot an 
Bestrahlungsgeräten. Neben Lasern finden auch Diodenlampen (LED = light emitting 
diode) Verwendung. Um das Licht bei schwieriger topographischer Anatomie 
möglichst nahe an den gewünschten Ort der Aktivierung zu bringen, sind zahlreiche 
Möglichkeiten entwickelt worden. Neben der Implantation von fiberoptischen Kabeln 
in das Tumorgewebes sind auch ultraschall- oder computertomographisch gestützte 
Methoden beschrieben worden (Brancaleon and Moseley, 2002). 
 
1.4.4. Klinische Anwendung der PDT 
In der Dermatologie stellt die PDT eine vergleichsweise unkomplizierte und 
schonende Therapiemöglichkeit zur Behandlung oberflächlicher Hautveränderungen 
dar. Klinische Beispiele sind die aktinische Keratose, Morbus Bowen und das 
Basalzellkarzinom (Kostovic et al., 2012). Weitere Anwendungsmöglichkeiten sind 
kutane Lymphome, virale Warzen, Psoriasis und Sklerodermie (Issa et al., 2010).  
In der modernen Zahnheilkunde wird die PDT als antimikrobielle Photodynamische 
Therapie (aPDT) eingesetzt. Der lokal applizierte Photosensibilisator Phenothiazin-
Chlorid lagert sich in die Zellmembran von Bakterien ein und wirkt nach Bestrahlung 
durch Sauerstoffradikalbildung toxisch (Schneider et al., 2012). Klinische 
Verwendung findet dies in der Therapie der Periimplantitis (Schar et al., 2013), der 
generalisierten Parodontitis (Novaes et al., 2012) und im Rahmen von 




1.5.1. Cisplatin  
1.5.1.1. Indikationen 
Cisplatin ist ein weit verbreitetes Zytostatikum zur systemischen Behandlung 
verschiedener solider Tumoren. Chemisch gesehen handelt es sich hierbei um 
Diamindichloridoplatin. Erstmals wurde seine zytostatische Wirkung von Rosenberg 




aufbauende Arbeiten konnten im Tiermodell erfolgreich einen therapeutischen Effekt 
bei Hodenkarzinomzellen beschreiben (Rosenberg et al., 1969).  
Heute ist es ein fester Bestandteil in der Chemotherapie von Lungen- (Stathopoulos 
et al., 1999), Kopf-Hals- (Geiger et al., 2014), Gallenblasen- (Thissen et al., 2013) 
und Hodentumoren (Oliver et al., 1993). Speziell bei Hodentumoren werden dabei 
Heilungsraten von über 90% beschrieben (Rodenhuis et al., 1999).  
Cisplatin wird meistens in Kombination mit anderen Zytostatika in der Erstlinien-
Therapie verwendet, wobei auch adjuvante Konzepte nach operativer Behandlung 
oder Radiotherapie beschrieben sind (Basu et al., 2010). 
 
1.5.1.2. Wirkmechanismus 
Der planare cis-Platinkomplex (im Weiteren kurz Cisplatin), der von seiner 
chemischen Konfiguration betrachtet am zentralen Platinatom zwei cis-ständige 
Chloridliganden gebunden hat, ist signifikant zytotoxischer als die Transkonfiguration 
(Zamble et al., 1995). Bei Cisplatin handelt es sich um eine so genannte Prodrug, 
welche erst biologisch aktiviert werden muss. Hierfür erfolgt nach zellulärer 
Aufnahme von Cisplatin eine Hydrolyse, die zur eigentlichen Aktivierung führt, indem 
die beiden Chloridliganden durch Wassermoleküle ersetzt werden. Begünstigt wird 
dies durch die niedrige intrazelluläre Chloridkonzentration im Vergleich zu einer 
hohen extrazellulären Chloridkonzentration (Sedletska et al., 2005). 
Die molekulare Wirkweise von Cisplatin beruht hauptsächlich auf einer direkten 
Bindung an die DNA (deoxyribonucleic acid) im Zellkern (Boulikas et al., 2003). 
Elektrophile Cisplatin-Komplexe bilden Addukte mit der DNA und zwar bevorzugt mit 
dem nukleophilen Stickstoffatom der DNA-Basen Adenin und Guanin. Daraus 
entstehen größtenteils Intrastrand-Addukte innerhalb des DNA-Strangs sowie zu 
einem geringen Prozentsatz Interstrand-Addukte zwischen den beiden DNA-
Strängen. Es wird postuliert, dass die Zytotoxizität von Cisplatin hauptsächlich auf 
den Intrastrand-Addukten beruht (Reed et al., 1990). Folgen sind eine Verkürzung 
der DNA, Verzerrung der Sekundärstruktur, eine fehlerhafte Basenstapelung und 
eine Entwindung der Doppelhelix, was zu einem Verlust der thermischen DNA-
Stabilität sowie zu einer fehlerhaften DNA-Replikation und –Transkription in der 




Diese so entstandenen DNA-Schäden beeinflussen verschiedene zelluläre 
Signaltransduktionswege. Im Fokus stehen hierbei unter anderem die Kinasen AKT 
(v-akt murine thymoma viral oncogene homologue), c-ABL (v-abl Abelson murine 
leukaemia viral oncogne homologue 1), MAPK (mitogen-activated protein kinase), 
ERK (extracellular signal-regulated kinase) und das Tumorsuppressorgen p53 (Wang 
and Lippard, 2005). 
Über diese genannte zellulären Botensystem kommt es dann zu einer Induktion des 
Zelltodes (Sedletska et al., 2005), wobei die Art des Zelltodes abhängig von der 
Höhe der Cisplatinkonzentration zu sein scheint (Gonzalez et al., 2001). In-vitro 
wurde von Lieberthal et al gezeigt, dass hohe Cisplatinkonzentrationen (800 µmolar) 
zu einer Nekrose und geringe Cisplatinkonzentrationen (8 µmolar) zu einer Einleitung 
der Apoptose (programmierter Zelltod) führen (Lieberthal et al., 1996). Es wird 
vermutet, dass vorwiegend apoptotische Zelluntergänge ablaufen, wobei diese durch 
die Aktivierung von spezifischen Aspartatproteasen, insbesondere Caspase 8 und 9, 
ausgelöst werden (Gonzalez et al., 2001). 
 
1.5.1.3. Nebenwirkungen 
Die Therapie ist von zahlreichen oft schwerwiegenden und teils limitierenden 
Nebenwirkungen wie Übelkeit, Erbrechen, Asthenie sowie Nephro-, Oto- und 
Neurotoxizität gekennzeichnet (Rosenberg, 1977; Hill et al., 1982). Eine 
Nierenprotektion kann durch eine ausreichende Hydratation sowie durch eine 
Kalium- und Magnesiumsubstitution erreicht werden. Gegen Übelkeit hat sich die 
Gabe von Serotoninrezeptorantagonisten bewährt (Wong et al., 1999). Jedoch ist die 
Neurotoxizität, die sich klinisch als periphere Neuropathie, Tinnitus oder 
Hochtonhörverlust äußern kann, der primär dosislimitierende Faktor dieser 
Zytostatikatherapie (Decatris et al., 2004).  
 
1.5.1.4. Resistenzentwicklung 
Die zunehmende Cisplatinresistenz von Tumorzellen lässt sich auf zwei 
verschiedene Formen der Resistenzbildung zurückführen: Hemmung der 
Cisplatinbindung an die DNA und Inhibition der Apoptoseinduktion.  
Eine Möglichkeit, die Bindung von Cisplatin an die DNA zu unterbinden, sind 




erschwerte zelluläre Aufnahme per Diffusion durch Einlagerung von Kollagen in die 
Zellmembran (Sherman-Baust et al., 2003). Ferner werden verschiedene Kupfer-
Efflux-Transporter (ATP7A und ATP7B) mit erhöhten Cisplatin-Transportvorgängen 
in Verbindung gebracht (Samimi et al., 2004). Erhöhte Konzentrationen von 
thiolgruppenhaltiger Molekülen wie Glutathion in einer Zelle können zu einer 
gesteigerten Resistenz gegen Cisplatin durch ihre direkten antioxidantiven 
Eigenschaften führen (Siddik, 2003).  
Die zweite Methode der Resistenzentwicklung befasst sich mit Mutationen, die 
verhindern, dass Cisplatin-DNA-Addukte zur Apoptoseinduktion führen. Hier sind vor 
allem die verschiedenen DNA-Reparatursysteme zu nennen.  
So wird zum Beispiel für das Nucleotide-Excision-Reparatursystem (NER), einer der 
wichtigsten Mechanismen zur Reparatur von Cisplatin-DNA-Addukten (Reed et al., 
1990) angenommen, dass es durch bestimmte Glykosylasen zu einer 
Effizienzsteigerung der Reparatur mit verminderter Cisplatinsensiblität kommt 
(Kartalou et al., 2001). Ähnliche Beobachtungen wurden für das Mismatch-
Reparatursystem, verantwortlich für die Detektion und Reparatur von fehlerhaften 
Basenpaarungen, gemacht. Ein Funktionsverlust in diesem System führt zu einer 
erheblichen Resistenzsteigerung (Stojic et al., 2004). 
Ebenfalls sind zahlreiche Mutationen im Apoptosesignalweg beschrieben worden, die 
ein Eintreten des programmierten Zelltodes verhindern können (Boulikas and 
Vougiouka, 2003). Eine zentrale Rolle nehmen dabei der c-fos / AP-1 Komplex, der 






Zolendronsäure wird pharmakologisch zu den Bisphosphonaten gerechnet. Klinische 
Anwendung findet diese Stoffgruppe bei verschiedensten Knochenerkrankungen wie 
Morbus Paget (Reid, 2012), postmenopausaler Osteoporose (Handler, 2008), dem 
multiplen Myelom (Kyle et al., 2004) und bei ossär metastasierten Karzinomen 




Biochemisch handelt es sich bei Bisphosphonaten um Pyrophosphatanaloga, bei 
denen die P-O-P Bindung durch eine P-C-P Bindung ersetzt worden ist, welches das 
Molekül gegen chemische Hydrolyse durch Osteoklasten resistent werden lässt 
(Green, 2004). Die Seitenketten dieses zentralen C-Atoms (auch als R1 und R2 
bezeichnet) stellen das eigentliche pharmakologische Charakteristikum dar und sind 
maßgeblich für die weitere Klassifizierung dieser Stoffgruppe verantwortlich. Man 
unterscheidet je nach Existenz von Stickstoff in der Seitenkette zwischen 
stickstoffhaltigen (Alendronate, Ibandronate und Zolendronate) und stickstofffreien 
(Clodronatem, Tiludronate und Etidronate) Bisphosphonaten (Russell et al., 1999). 
 
1.5.2.2. Wirkmechanismus 
Bisphosphonate zeichnen sich durch eine schlechte intestinale Resorption bei oraler 
Gabe aus. Die Resorptionsraten werden aufgrund der geringen Lipophilie zwischen 
1% und 10% angegeben. Bei gleichzeitiger Kalziumaufnahme wird die intestinale 
Resorption weiter signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu werden bei intravenöser 
Gabe ungefähr 70% des applizierten Bisphosphonates im Knochen gespeichert. Die 
Exkretion erfolgt hauptsächlich renal, wobei nahezu kein Metabolismus stattfindet 
(Lin, 1996). 
Stickstofffreie Bisphosphonate werden von Osteoklasten zu zytotoxisch wirkenden 
Adenosintriphosphatanaloga metabolisiert (Frith et al., 2001). Außerdem wird eine 
Inhibierung von ATP-abhängigen intrazellulären Enzymen angenommen (Russell, 
2006). Im Gegensatz dazu hemmen stickstoffhaltige Verbindungen die Bildung von 
verschiedenen Second Messengern wie Rhas, Rho und Rac über den 
Mevalonsäure-Zyklus durch Hemmung der Protein-Prenylierung (Green, 2004; 
Russell and Rogers, 1999). 
Diese beschriebenen zellulären Wirkungen führen zur Aktivitätsminderung der 
Osteoklasten bis hin zur Apoptose. Ähnliche Beobachtungen sind in-vitro auch für 
Epithelzellen, Fibroblasten und auch Osteoblasten beschrieben worden (Basso et al., 
2013). Da Bisphosphonate vorwiegend an Kalziumphosphat binden, sind besonders 
Osteoklasten betroffen. Dies führt zu einem reduzierten Knochenstoffwechsel mit 
einem verminderten Knochenabbau, einer erhöhten Mineralisation und einer 




Neben den beschriebenen Effekten auf den Knochenstoffwechsel zeichnen sich 
Bisphosphonate durch zahlreiche andere zelluläre Wirkweisen aus. Im Folgenden 
soll daher näher auf ihre anti-angiogenetische sowie anti-kanzerogene Wirkung 
eingegangen werden.  
Experimentell konnte in-vitro und in-vivo eine Hemmung der Neoangiogenese durch 
eine verstärkte Apoptose der Endothelzellen mit einer reduzierten Kapillarbildung 
nachgewiesen werden (Caraglia et al., 2006). 
In der aktuellen Literatur lassen sich zahlreiche Arbeiten finden, die einen 
antiproliferativen Einfluss für verschiedene Tumorentitäten diskutieren. So konnte 
Ural et al. für Mammakarzinomzellen eine direkte zytotoxische Wirkung von 
Zolendronsäure zeigen (Ural et al., 2006). Ähnliche in-vitro Resultate wurden für 
Prostatakarzinomzellen wie auch für Melanomzellen publiziert (Alcaraz et al., 2013). 
Auch für Knochenmarktumoren, wie der chronischen myeloischen Leukämie, zeigten 
Bisphosphonate in experimentellen Ansätzen eine direkte antiproliferative und 
zytotoxische Wirkung (Shipman et al., 1998).  
 
1.5.2.3. Nebenwirkungen 
Bisphosphonate sind durch ein grundsätzlich günstiges Nebenwirkungsprofil 
gekennzeichnet. Bei oraler Gabe werden Oberbauchbeschwerden, Dyspepsie und 
Diarrhö bis hin zu Gastritiden und Ösophagitiden beschrieben. Eine intravenöse 
Gabe kann, meist nur nach der ersten Verabreichung, eine Akut-Phase-Reaktion mit 
Fieber und Leukozytose für 1-3 Tage auslösen (Anastasilakis et al., 2012). Bei einer 
Applikation von 200-300 mg sind Fälle von akutem Nierenversagen beschrieben 
worden. Selten werden opthalmologische Begleiterscheinungen wie Phlebitis, Uveitis 
und Skleritis beobachtet (Adami et al., 1996).  
Eine der Hauptnebenwirkungen ist die Bisphosphonat-assozierte Nekrose des 
Kiefers, in der englischsprachigen Literatur auch als BONJ (Bisphoshonat related 
osteonekrosis of the jaw) bezeichnet. Laut der American Association of Oral and 
Maxillofacial Surgeons wurden folgende Diagnosekriterien definiert: laufende oder 
frühere Behandlung mit Bisphosphonaten, über acht Wochen persistierend 
freiliegender Knochen (Os librum) im Kieferbereich und keine vorangegangene 
Radiatio (Reid, 2009). Symptome sind Entzündungen in Kombination mit Foetor ex 




Zusammenhang mit einer vorausgegangenen Zahnextraktion. Das Os librum 
zeichnet sich durch eine Exsudation mit fehlender Blutungsneigung und 
Sequesterbildung aus. Weiterhin werden Dysästhesien oder Anästhesien im 
Innervationsgebiet der Trigeminusäste Nervus mandibularis und maxillaris 
beschrieben. Bei besonders schweren Fällen mit protrahiertem Verlauf kann es zur 
extraoralen Fistelbildung kommen (Migliorati et al., 2005). 
Der zugrunde liegende pathophysiologische Mechanismus ist noch nicht vollständig 
verstanden. Es wird vermutet, dass eine direkte Knochentoxizität, ein reduzierter 
Knochenstoffwechsel sowie ein gestörtes Remodelling dafür verantwortlich sein 
könnten (Reid, 2009; Hoff et al., 2008). 
 
 
1.6. Fragestellung dieser Arbeit 
Es ist relativ unklar, in welcher Art und Weise eine Bestrahlung in Form einer Low-
Level-Lasertherapie die Bioviabilität von Zellen unter Zytostatikatherapie beeinflusst. 
Einige klinische Studien beschreiben sowohl einen protektiven als auch einen 
kurativen Effekt für Patienten mit oraler Mukositis, einer häufig auftretenden 
Nebenwirkung einer Radiochemotherapie bei Kopf-Hals-Tumoren. Unter 
Lasertherapie wird eine signifikante Reduktion von Schmerzen, Schluckstörungen 
und Analgetikaverbrauch beobachtet (Gautam et al., 2012; Gautam et al., 2013). 
Dies könnte die Rate an Therapieabbrüchen senken (Gouvea de Lima et al., 2012). 
Übereinstimmung findet dies mit den in-vitro Versuchen von Bayram et al. Er 
beobachtete, dass bei einer Inkubation von Knochentumorzellen mit Zolendronsäure 
die Bioviabilität durch eine gleichzeitige Laserbestrahlung im Vergleich zur 
Kontrollgruppe gesteigert wird (Bayram et al., 2013). 
Im Gegensatz dazu wurde für die Bestrahlung im Sinne einer Photodynamischen 
Therapie mit dem Photosensibilisator Photogem in-vitro bei Kolonkarzinomzellen 
eine Toxizitätsteigerung von Cisplatin beobachtet (Ge et al., 2011). Ebenfalls in-vitro 
zeigte sich bei anaplastischen Schilddrüsenkarzinomzellen ein synergistischer Effekt  
der Cisplatinwirkung und der Photodynamischen Therapie (unter Verwendung von 
Radachlorin als Photosensibilisator) (Biswas et al., 2013).  
Auch wurde für eine alleinige Laserbestrahlung sowohl in-vitro als auch in-vivo eine 




(Chung et al., 2003). Bestätigung finden diese Ergebnisse in den in-vivo 
Untersuchungen von Kanekal (Kanekal et al., 2009) und Paiva (Paiva et al., 1998).  
Ziel dieser Arbeit ist es daher, in-vitro den Effekt einer Low-Level-Laserbestrahlung 
auf den Zellstoffwechsel von humanen primären Fibroblasten und Kopf-Hals-
Tumorzellen (HNSCC-UM-3 Zellen) unter Zolendronsäure oder Cisplatintherapie zu 
untersuchen. Hieraus könnten neue therapeutische Ansätze für die Behandlung von 
Tumoren und Zysten im Kopf-Hals-Bereich analog zu einer Photodynamischen 






























Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet: zum einen 
primäre humane Fibroblasten und zum anderen eine Plattenepithelkarzinomzelle 
eines Kopf-Hals-Tumors (head and neck squamous cell carcinom = HNSCC). Es 
handelt sich hierbei ursprünglich um Gewebe einer Lymphknotenmetastase eines 
Plattenepithelkarzinoms der Columella (HNSCC-UM-3) (Krause et al., 1981). Zur 
Bestätigung der Identität wurde eine Genotypisierung durchgeführt und mit dem 
Standardgenotyp verglichen (Zhao et al., 2011).  
Um Kontaminationen der Zellkulturen zu vermeiden, wurden sämtliche Arbeiten im 
Sterilflur (Terralin, Schülke und Mayer, Norderstedt, Deutschland) durchgeführt sowie 
alle Materialien vor dem Einsatz gereinigt bzw. desinfiziert / sterilisiert. 
Jede Zelllinie wurde in Petrischalen (100 x 20 mm, Sarstedt, Newton, USA) bis zu 
einer Konfluenz von circa 70-80% gezüchtet. Es wurden immortalisierte HNSCC-UM-
3 Zellen verwendet sowie ausschließlich Fibroblasten der Passage 3-4. Für den 
Versuch wurden die Zellen mit einer Dichte von 5000 Zellen pro Well in eine 96-well 
Platte (REF 83.3924, Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland) übertragen. Hierfür wurde 
zur Zellpassage das Medium entfernt und der Zellrasen anschließend mit 37 °C 
warmem Phosphatpuffer (Phosphate buffered Saline (PBS) 10 mM, pH 7.4, Gibco-
Lifetechnologies Ltd., Paisley, UK) gespült. Danach wurden die Zellen für 15 min mit 
25 °C warmer Trypsinlösung (Trypsin-EDTA, PAA Laboratories, Pasching 
Österreich) inkubiert. Die trypsinisierten Zellen wurden in 3 ml Medium 
aufgenommen, zentrifugiert, der Überstand verworfen und anschließend 
resuspendiert. Nach Einstellen der korrekten Zellzahl mittels der Volkmann-
Zählkammer wurden die Zellen dann auf die 96-well Platte transferriert. Nach 24 
stündiger Inkubation mit dem entsprechenden Medium wurde den Zellen 
Zolendronsäure (Zometa, Novartis AG, Basel, Schweiz, 4mg/5ml) in den 
Konzentrationen 50, 100 und 200 µmolar oder Cisplatin (Cis-
Diamminedichloroplatinum(II), Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, 




13 und 26 µmolar hinzugefügt. Wells ohne das jeweilige Zytostatikum dienten als 
Kontrollgruppen. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen in den Wells mit 
einem 670 nm Diodenlaser (Helbo Photodynamic Systems, Bredent Medical GmbH 
& Co KG, Walldorf, Österreich) kontinuierlich für 2 Minuten mit einer Energie von 
100mW / cm^2 (unter Verwendung der dazu kompatiblen 2D Spot Probenaufsätze) 
bestrahlt. Auch hier wurden wieder unbestrahlte Gruppen als Vergleichsgruppe 
gebildet. Um für diesen Zeitraum die Einhaltung des korrekten Abstandes von Laser 
zur Welloberfläche von einem Zentimeter zu gewährleisten wurde eine 
Haltevorrichtung verwendet. Nicht bestrahlte Wells wurden mit Alufolie abgedeckt. 
Nach weiteren 24 Stunden wurde erneute eine Bestrahlung wie bereits beschrieben 
durchgeführt. Um Kontaminationen auszuschließen wurden die Zellen in dem 
Sterilflur bestrahlt.  
Drei Stunden nach der letzten Bestrahlung wurde eine XTT-Messung zur Messung 
der Bioviabilität oder eine H.E.-Färbung für die sich daran anschließende 
histologische Untersuchung durchgeführt. Für die jeweilige Zelllinie (Fibroblast oder 
HNSCC Zelle), das jeweilige Zytostatikum (Cisplatin oder Zolendronsäure) und die 
jeweilige Untersuchung (XTT-Messung oder Histologie) wurden jeweils drei 
verschiedene Versuche angesetzt (siehe Abbildung 2).  
 
 




Primäre humane Fibroblasten wurden von der Firma Promocell bezogen (PromoCell 
GmbH, Heidelberg, Deutschland, Bestellnummer C-12300). Es handelt sich hierbei 
um eine Isolation von Fibroblasten aus menschlicher Vorhaut. Die Zellen wurden bei 
5 % CO2 und 37 °C im Inkubator gezüchtet und das laut Hersteller empfohlene 
Serum Fibroblast Growth medium kit (PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland, 




wurden unter gleichen Bedingungen in Kultur gehalten und als Medium DMEM 
(Dulbecco`s Modifiziertes Eagle Medium, Gibco brand Invitrogen Inc., Carlsbad, 
USA) versetzt mit 5 prozentigem fetalem Kälberserum (Pan Biotech GmbH, 
Aidenbach, Deutschland) verwendet.  
 
2.2.1. Einstellung der Zellzahl mit der Neubauer Zählkammer 
In die Zählkammer wurde 10 µl Zellsuspension pipettiert, wobei aufgrund von 
Kapillarkräften die Suspension in den Zwischenraum zwischen Deckglas und 
Kammer gezogen wurde. Die Kammer besteht aus neun großen Quadraten mit 
jeweils einer Fläche von 1 mm² und einer Tiefe von 0,1 mm. Dies ergibt folglich ein 
Volumen von jeweils 0,1 µl pro Quadrat. Bei einer 100fachen Vergrößerung unter 
dem Mikroskop (Axiovert 25 der Firma Zeiss, Jena, Deutschland) werden nun 
mindestens vier der neun großen Quadrate ausgezählt. Um Doppelzählungen der 
Zellen auf den Trennlinien zu vermeiden, wurden nur Zellen mitgezählt, die oben und 
links auf den Linien der Quadrate liegen. Der Mittelwert der gezählten Zellen x 10^4 
ergab die  Zellkonzentration pro Milliliter. Für einen Versuchsansatz wurden jeweils 
600.000 Zellen in 12 Milliliter des entsprechenden Mediums verwendet.  
 
2.2.2. Einfrieren der Zellen 
Die Zellen wurden entsprechend dem Vorgehen beim Passagieren von der 
Kulturschale gelöst und bei 2000 Umdrehungen pro Minute für 7 Minuten zentrifugiert 
(Megafuge 2.0R der Firma Heraeus, Hanau, Deutschland). Anschließend wurde der 
Überstand abgesaugt und das Pellet in 1 ml DMEM resuspendiert und in ein Cryo 
TubeTM Vial der Firma Nunc A/S (Roskilde, Dänemark) überführt. Unmittelbar vor 
dem Einfrieren wurden 0,5 ml DMSO (Dimethylsulfoxid, Roth, Karlsruhe, 
Deutschland) zugefügt und untergemischt. Der Einfrierprozess erfolgte stufenweise 
von -20 °C auf -80 °C. Nach 24 Stunden wurden die Zellen in die Gasphase von 
flüssigem Stickstoff überführt. 
 
2.2.3. Auftauen der Zellen  
In eine Petrischale wurden 10 ml Medium pipettiert. Danach wurde das 
entsprechende Cryo TubeTM Vial mit den Zellen aus dem flüssigen Stickstoff 




Auftauen wurden die Zellen in eine Petrischale überführt. Um das DMSO komplett zu 
entfernen, fand am nächsten Tag ein erneuter Mediumwechsel statt.  
 
2.3. XTT-Messung 
2.3.1. Prinzip  
Es handelt sich hierbei um einen Zytotoxizitätstest zur nichtradioaktiven 
Quantifizierung der Zellproliferation und Bioviabilität. Das in den Mitochondrien 
lokalisierte Enzym Dehydrogenase wandelt das gelbe Tetrazoliumsalz (2,3-Bis-(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid-Salz) in den orange-
violetten Farbstoff Formazan um (siehe Abbildung 3). Dieser ist wasserlöslich und 
kann mit Hilfe eines ELISA-Readers quantifiziert werden. Da oben genanntes Enzym 
nur in vitalen Zellen aktiv ist, kann durch die Menge an gebildetem Formazan indirekt 
auf die Vitalität der Zellen sowie die Zellzahl geschlossen werden. Inkubiert man 
Zellen mit steigenden Konzentrationen eines Zytostatikums, nimmt die Zahl der 










Es wurde das Cell Proliferation Kit II (XTT) der Firma Roche Diagnostics GmbH 




vier. Entsprechend der Herstellerangaben wurden 50 µl des XTT-Reagenz und 1 µl 
Electron-coupling reagent in jedes Well pipettiert. Nach dreistündiger Inkubation 
wurde die Messung im Microreader (DTX 880, multimode detector, Beckman 
Counter, Naumburg, Deutschland) mit Hilfe der zugehörigen Beckman Counter 
Multimode Analyse Software durchgeführt. Die Messung der Absorption fand bei 
einer Wellenlänge von 492 nm statt. Die Wellenlänge zur Messung der 




2.4. Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H.E.-Färbung) 
Für die morphologische Analyse wurde der gleiche Versuchsaufbau wie für die XTT-
Messung gewählt und eine H.E.-Färbung der 96-well Platte durchgeführt. Nach einer 
zweiminütigen Spülung mit PBS Puffer wurden die Zellen mit Methanol (Merck, 
Darmstadt, Deutschland) fixiert und mit 70-prozentigem Alkohol (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) gespült. Anschließend wurde eine H.E.-Färbung (Mayers 
Hämalaunlösung und Eosin, beide Substanzen von Merck, Darmstadt, Deutschland) 
durchgeführt und die Platte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% - 90% - 100%) 
entwässert.  
Um den Effekt einer Zytostatikatherapie mittels Cisplatin oder Zolendronsäure in 
Kombination mit einer Bestrahlung auf die Zelle morphologisch untersuchen zu 
können, wurden die gefärbten 96-well Platten unter dem Mikroskop (Zeiss AxioVert 
135 Mikroskope mit AxioCam MRc5, Oberkochen, Deutschland) betrachtet und 
Übersichtsaufnahmen angefertigt. Die Auswertung erfolgte mit der zugehörigen 
Software nach morphologischen Gesichtspunkten (AxioVision Software, Zeiss Inc., 
Oberkochen, Deutschland).  
 
 
2.5. Statistische Auswertung 
Die statistische Analyse der Daten erfolgte unter Zuhilfenahme der Software IBM 
SPSS Statistics Version 22.0 (SPSS GmbH, München, Deutschland). Erster Schritt 
der Auswertung war die Prüfung auf Normalverteilung durch den Kolmogorov-




Test ein. Anschließend wurde ein T-Test für unverbundene Stichproben angewendet. 
Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt. Die graphische 
Aufarbeitung erfolgte ebenfalls mit SPSS Statistics Version 22.0. Die Daten werden 
































Die höchsten Cisplatinkonzentrationen, 13 und 26 µmolar, reduzierten die 
Bioviabilität von Fibroblasten signifikant im Vergleich zu der unbehandelten 
Kontrollgruppe (für beide Gruppen p = 0.006). Cisplatinkonzentrationen von 1,56, 
3,25 bzw. 6,5 µmolar hatten keinen statistisch messbaren Einfluss (p = 0,989 bzw. 
0,350 bzw. 0,150) auf die Bioviabilität (Abbildung 4). Ähnliche Ergebnisse lieferte die 
Inkubation mit Zolendronsäure. Konzentrationen von 100 und 200 µmolar führten zu 
einer signifikanten Senkung der Bioviabilität von Fibroblasten (p = 0,010 und p = 
0,012). Eine Inkubation mit 50 µmolar Zolendronsäure zeigte keine signifikanten 
Unterschiede (p = 0,221) (Abbildung 5). 
Cisplatin entwickelte von 3,25 bis 26 µmolar eine signifikante Zytotoxizität für 
HNSCC-UM-3 Zellen (für alle p < 0,001). Die Inkubation mit der geringsten 
Cisplatinkonzentration (1,56 µmolar) hatte keinen messbaren Einfluss (p = 0,455) 
(Abbildung 4). Die Inkubation mit Zolendronsäure zeigte bei keiner Konzentration 
einen statistisch messbaren Effekt auf die Zellfunktion dieser Tumorzelllinie (p = 




Eine alleinige Laserbestrahlung führte bei beiden Zelllinien zu einer deutlichen 
Zunahme der Bioviabilität im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe (für beide p 
< 0,01) (Abbildung 4 und 5). 
Bei einer gleichzeitigen Inkubation von Fibroblasten mit Cisplatin führte eine 
Bestrahlung bei den höchsten Konzentrationen (13 und 26 µmolar) zu einer 
signifikanten Steigerung der Zytotoxizität von Cisplatin im Vergleich zu einer 
alleinigen Cisplatininkubation der jeweiligen Konzentration (p = 0,027 und p = 0,005). 
Bei einer simultanen Bestrahlung mit niedrigeren Cisplatinkonzentrationen zeigten 




bei Zolendronsäure. Auch hier wurde eine statistisch messbare Toxizitätssteigerung 
für Fibroblasten bei 100 und 200 µmolar beobachtet (für beide p < 0,001). 
Bestrahlungen bei 50 µmolar waren statistisch betrachtet nicht signifikant (p > 0,05) 
(Abbildung 5). 
Für HNSCC-UM-3 Tumorzellen war bei jeder verwendeten Cisplatinkonzentration 
eine signifikante Toxizitätssteigerung durch Laserbestrahlung zu erkennen (für 1,56 
µmolar p = 0,014, für 3,25 µmolar p = 0,032, für 6,5 µmolar p = 0,004, für 13 µmolar 
p = 0,008 und bei 26 μmolar p = 0,002) (Abbildung 4). Im Vergleich dazu wurde 
dieser Effekt nur bei der höchsten Zolendronsäurekonzentration (200 µmolar) 
beobachtet (p = 0,001). Eine gleichzeitige Radiatio bei 50 und 100 µmolar führte zu 



















Abbildung 4: XTT-Messung unter Cisplatininkubation 
Ein Stern (*) kennzeichnet eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich der 
jeweiligen Cisplatinkonzentration zur unbehandelten Kontrollgruppe. 
Eine Raute (#) steht für eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich einer 






Abbildung 5: XTT-Messung unter Zolendronsäureinkubation 
Ein Stern (*) kennzeichnet eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich der 
jeweiligen Zolendronsäurekonzentration zur unbehandelten Kontrollgruppe. 
Eine Raute (#) steht für eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich einer 






Bei humanen Fibroblasten ließ sich bei einer Inkubation mit 13 µmolar und 26 µmolar 
Cisplatin eine Verminderung der Zellzahl sowie eine veränderte Zellmorphologie im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (siehe Abbildung 6B für 13 µmolar) 
beobachten. Die Zellen wurden zum einen deutlich dünner und zeigten vergrößerte 
Nuklei. Dies zeigte sich auch bei Zolendronsäureinkubationen mit 100 und 200 
µmolar (siehe Abbildung 6D für 100 µmolar). 
 
  
6A) Kontrollgruppe: ohne Cisplatininkubation 6B) Kontrollgruppe: 13 µmolar Cisplatin ohne LLLT 
ohne LLLT  
 
  
6C) Kontrollgruppe: ohne Zolendronsäureinku- 6D) Kontrollgruppe: 100 µmolar Zolendronsäurein- 
bation ohne LLLT kubation ohne LLLT 
 
Abbildung 6: Histologische Untersuchung von Fibroblasten 




Ähnliche histologische Ergebnisse fanden sich bei der Analyse der HNSCC-UM-3 
Zelllinie unter Cisplatininkubation. Hier wurden eine dosisabhängige Steigerung des 
Zellschadens und eine Verminderung der Zellzahl bei Konzentrationen von 3,25 bis 
26 µmolar beobachtet (siehe Abbildung 7B für 3,25 µmolar). Konträr dazu konnten 
bei alleiniger Zolendronsäureexposition bei keiner Konzentration histologische 




7A) Kontrollgruppe: ohne Cisplatininkubation 7B) Kontrollgruppe: 3,25 µmolar Cisplatin ohne  
ohne LLLT LLLT 
 
  
7C) Kontrollgruppe: ohne Zolendronsäureinku- 7D) Kontrollgruppe: 200 µmolar Zolendronsäurein- 
bation ohne LLLT kubation ohne LLLT 
 
Abbildung 7: Histologische Untersuchung von HNSCC-UM-3  






Eine alleinige Radiatio führte zu keiner histomorphologischen Veränderung der 
jeweiligen Zelllinie im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe (Abbildung 8B für 
bestrahlte Fibroblasten und Abbildung 8D für bestrahlte HNSCC-UM-3 Tumorzellen). 
 
  
8A) Kontrollgruppe: keine Zolendronsäure- 8B) Kontrollgruppe-Laser: keine Zolendronsäurein- 
inkubation ohne LLLT inkubation mit LLLT 
 
    
  
8C) Kontrollgruppe (HNSCC-UM-3): keine 8D) Kontrollgruppe-Laser (HNSCC-UM-3): keine 
Cisplatininkubation ohne LLLT Cisplatininkubation mit LLLT 
 
Abbildung 8: Histologische Untersuchung von Fibroblasten und HNSCC-UM-3 
Tumorzellen 
H.E.-Färbung, 5 fache Vergrößerung 
 
Der in der XTT-Messung bei Fibroblasten beobachtete zytotoxizitätssteigernde Effekt 




Cisplatinkonzentrationen (13 und 26 µmolar). Es kam zu einer weiteren Reduktion 
der Zellzahl mit einer Zunahme von Apoptosezeichen (Abbildung 9B und 9D). Dieses 
Bild zeigt sich ebenfalls bei Inkubation mit 100 und 200 µmolarer Zolendronsäure mit 
nachfolgender Low-Level-Lasertherapie (Abbildung 10B und 10D). 
 
  















9C) 26 µmolar Cisplatin ohne  LLLT 9D) 26 µmolar Cisplatin mit LLLT 
 
Abbildung 9: Histologische Untersuchung von Fibroblasten 























                    
  
10C) Fibroblasten: 200 µmolar Zolendronsäure 10D) Fibroblasten: 200 µmolar Zolendronsäure 
ohne LLLT mit LLLT 
 
Abbildung 10: Histologische Untersuchung von Fibroblasten 






Bei der histologischen Auswertung der HNSCC-UM-3 Zelllinien waren bei jeder 
Cisplatinkonzentration unter Low-Level-Lasertherapie Zeichen der 






11A) 1,56 µmolar Cisplatininkubation ohne LLLT 11B) 1,56 µmolar Cisplatininkubation mit LLLT 
 
  
11C) 3,25 µmolar Cisplatininkubation ohne LLLT 11D) 3,25 µmolar Cisplatininkubation mit LLLT 
 
  
11E) 6,5 µmolar Cisplatininkubation ohne LLLT 11F) 6,5 µmolar Cisplatininkubation mit LLLT 
 
Abbildung 11: Histologische Untersuchung von HNSCC-UM-3 Tumorzellen 





12A) 13 µmolar Cisplatininkubation ohne LLLT  12B) 13 µmolar Cisplatininkubation mit LLLT 
 
  
12C) 26 µmolar Cisplatininkubation ohne LLLT 12D) 26 µmolar Cisplatininkubation mit LLLT 
 
Abbildung 12: Histologische Untersuchung von HNSCC-UM-3 Tumorzellen 
H.E.-Färbung, 5 fache Vergrößerung 
 
 
Unter Zolendronsäureexposition dieser Zelllinie fand sich dieses Bild der 
strahlenbedingten Toxizitätssteigerung nur bei einer Konzentration von 200 µmolar 
Zolendronsäure. Es konnten vermehrt morphologische Zeichen des Zellstresses mit 






13A) 200 µmolar Zolendronsäure ohne LLLT 13B) 200 µmolar Zolendronsäure mit LLLT 
 
Abbildung 13: Histologische Untersuchung von HNSCC-UM-3 Tumorzellen 




















4. Kapitel: Diskussion 
 
 
4.1. Problematik in der Zytostatikatherapie von Kopf-Hals-
Tumoren 
Die beiden hier verwendeten Zytostatika Cisplatin und Zolendronsäure finden heute 
eine breite Anwendung in der onkologischen Therapie.  
Cisplatin ist beispielsweise ein fester Bestandteil der Chemotherapie von Kopf-Hals-
Tumoren (Ye et al., 2013), während Zolendronsäure vorwiegend bei skelettalen 
Metastasen von Lungen-, Mamma- und Prostatakarzinomen eingesetzt wird 
(Roodman, 2004). Leider ist eine Cisplatinchemotherapie von zahlreichen, oft die 
Therapie limitierenden, Nebenwirkungen begleitet. Am häufigsten werden hier 
Anämie, Übelkeit, Erbrechen, Oto-, Nephro- und Neurotoxizität beobachtet 
(Rajeswaran et al., 2008; Bishop et al., 1987).  
In Bezug auf den klinischen Einsatz von Bisphosphonaten wie Zolendronsäure ist die 
bereits erwähnte Bisphosphonat-assozierte Osteonekrose des Kiefers (BRONJ) 
besonders hervorzuheben (Khosla et al., 2007).  
Da mit wiederholten Anwendungen des jeweiligen Zytostatikums das Risiko für 
Nebenwirkungen potentiell steigt und die Heilungsrate von Kopf-Hals-Tumoren in der 
Literatur im Schnitt mit 21% angegeben wird (Schwartz et al., 2000), liegt der Fokus 
der aktuellen onkologischen Forschung in der Entwicklung neuer Therapieformen 
und Konzepte.  
 
 
4.2. Neue Therapieansätze in der Behandlung von Kopf-
Hals-Tumoren 
Die photodynamische Therapie erhält als minimalinvasive Therapie zunehmend 
Einzug in die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren (Jerjes et al., 2009; Jerjes et al., 
2011). Vorteile sind das Fehlen von lang anhaltenden Nebenwirkungen, eine nahezu 




Behandlungsformen wie Bestrahlung und Chemotherapie  (Karakullukcu et al., 
2011). 
In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer Chemotherapie in Kombination mit 
einer Low-Level-Laserbestrahlung auf den zellulären Stoffwechsel untersucht. 
Mögliche klinische Anwendungen dieses Therapiekonzeptes, welches analog zu 
einer PDT ein Chemotherapeutikum als Photosensibilisator benutzt, könnten Zysten 
und lokale nicht maligne Hauttumoren sein. 
 
 
4.3. Zytostatika als mögliche Photosensibilisatoren  
Als mögliches Beispiel wäre der keratozystisch odontogene Tumor (KCOT) zu 
nennen, der nach der WHO Klassifikation im Jahre 2005 von der odontogenen 
Keratozyste zum keratozystisch odontogenen Tumor umklassifiziert wurde 
(Bhargava et al., 2012). Dieser tritt meist im posterioren Bereich der Mandibula auf, 
vorwiegend zwischen dem 10. und 30. Lebensjahr, wobei Männer bevorzugt 
betroffen sind (Pitak-Arnnop et al., 2009; Lam et al., 2000). Die Klinik dieser 
Tumorentität ist durch ein lokal aggressives Wachstumsmuster, eine hohe 
Rezidivrate und ein mögliches multiples Auftreten bei genetischer Disposition, wie 
dem Gorlin-Goltz-Syndrom, gekennzeichnet (Hahn et al., 1996). Die klinische 
Symptomatik wird als eher unspezifisch beschrieben und ist meist durch 
Sekundärinfektionen mit Schwellungen, Schmerzen oder pathologischen Frakturen 
gekennzeichnet (Stoelinga, 2003). Nach chirurgischer Therapie in Form einer 
Enukleation (Entfernung eines abgegrenzten, bekapselten Gewebebereichs) wird in 
der Literatur eine Rezidivrate zwischen 12 und 58 % angegeben (Blanas et al., 
2000). Um nach Enukleation verbliebene vitale Tumorzellen abzutöten, wird der 
Operationssitus mit Carnoyscher Lösung, einem Alkohol-Chloroform-
Essigsäuregemisch (im Verhältnis 6:3:1) mehrfach gespült, was zu einer 
signifikanten Senkung der Rezidivhäufigkeit führt (Voorsmit, 2010; Voorsmit, 1985).  
Eine mögliche Alternative zur Spülung mit Carnoyscher Lösung wäre nach erfolgter 
chirurgischer Zystektomie die lokale Installation eines Zytostatikums wie 
Zolendronsäure. Für diese konnte bereits im Tiermodell gezeigt werden, dass sie in 
der Lage ist, die Knocheninfiltration von Plattenepithelkarzinomen zu verringern und 




(Martin et al., 2013; Martin et al., 2010; Wypij et al., 2008). In Kombination mit einer 
Laserbestrahlung, wäre auch eine ähnliche zytotoxische Wirkung auf verbliebene 
KCOT-Zellen möglich.  
Nach wie vor ist für maligne Tumoren mit ihrem invasiven Wachstumsmuster die 
chirurgische Therapie der Goldstandard. In der Behandlung von oralen 
Präkanzerosen, wie Leukoplakien, werden zunehmend Laser gestützte Technologien 
eingesetzt. Eine Möglichkeit ist die von Chainani-Wu et al. beschriebene 
Vaporisation (Verdampfung von Gewebe) (Chainani-Wu et al., 2013). Aber auch in 
Kombination mit verschiedenen Photosensibilisatoren bei der PDT sind klinische 
Ansätze in der Therapie von oralen Leukoplakien erfolgreich getestet worden. 
Pietruska et al. zeigte eine deutliche Reduktion der Leukplakiegröße unter Chlorine 6 
(Photolon®) (Pietruska et al., 2013), während Wong et al. bei seinem 
Patientenkollektiv Aminolävulinsäure mit dem gleichen Effekt verwendete (Wong et 
al., 2013). Folglich könnte anstatt eines klassischen Photosensibilisators auch eine 
topische Zytostatikaanwendung in Form von Cisplatin oder Zolendronsäure mit einer 
additiven Laserbestrahlung klinische Anwendung in der Therapie der oralen 
Leukoplakie finden. 
Im Rahmen eines solchen Modells wäre auch alternativ zu einer topischen 
Applikation eine systemische Gabe des Photosensibilisators zu diskutieren. Ein 
Beispiel hierfür wäre der Hedgehog Antikörper Vismodegib. Er ist Teil der 
Chemotherapie des metastasierten Basalzellkarzinoms (Epstein, 2008; Proctor et al., 
2014). Eine additive lokale Low-Level-Lasertherapie könnte zu einer 
Toxizitätssteigerung im Tumorgewebe führen.  
 
 
4.4. Einfluss von Cisplatin und Zolendronsäure auf die 
zelluläre Bioviabilität 
In dieser Arbeit wurden HNSCC-UM-3 Tumorzellen und Fibroblasten analog zur 
KCOT Zelle verwendet, um in einem Pilotversuch den Effekt einer Kombination von 
lokaler Chemotherapie durch Cisplatin bzw. Zolendronsäure mit einer 
Laserbestrahlung auf den zellulären Stoffwechsel zu untersuchen.  
Bei Fibroblasten konnte eine signifikante Abnahme der Zellbioviabilität bei den 




Vergleich dazu war dies bei HNSCC-UM-3 Tumorzellen für eine breite 
Konzentrationsspanne von 3,25 bis 26 µmolar der Fall. Eine Inkubation von 
Fibroblasten mit Zolendronsäure wirkte ebenfalls nur bei den höchsten 
Konzentrationen (100 und 200 µmolar) zytotoxisch. Bei HNSCC-UM-3 Tumorzellen 
ließ sich bei keiner Konzentration eine signifikante zytotoxische Wirkung beobachten. 
Dies stimmt mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen überein, die auch eine 
zytotoxische Wirkung von Zolendronsäure auf Fibroblasten belegen konnten (Basso 
et al., 2013; Acil et al., 2012; Draenert et al., 2012). Die für HNSCC-UM-3 Zellen 
beobachtete dosisabhängige Cisplatinsensibilität findet Übereinstimmung mit bereits 
publizierten Ergebnisse für diese Zelllinie (Martens-de Kemp et al., 2013).  
 
 
4.5. Einfluss einer Bestrahlung auf die Zytotoxizität von 
Cisplatin und Zolendronsäure 
Eine gleichzeitige Low-Level-Laserbestrahlung von Fibroblasten steigerte die 
Zytotoxizität von Cisplatin bei Konzentrationen von 13 und 26 µmolar sowie von 
Zolendronsäure bei 100 und 200 µmolar. Bei der verwendeten Tumorzelllinie 
HNSCC-UM-3 wurde die Cisplatintoxizität in einem Bereich von 3,25 bis 26 µmolar 
verstärkt. Zolendronsäure wirkte alleine nicht zytotoxisch, reduzierte aber in einer 
Konzentration von 200 µmolar mit simultaner Bestrahlung die Zellbioviabilität von 
HNSCC-UM-3 Zellen signifikant.  
Dies stimmt mit bereits publizierten Arbeiten anderer Forschergruppen überein. So 
konnte von Ge et al. sowohl in-vitro als auch in-vivo eine strahlenbedingte Steigerung 
der Cisplatintoxizität für Colonkarzinomzellen beobachtet werden (Ge et al., 2011). 
Ähnliche Ergebnisse lieferte die Arbeitsgruppe von Uehara et al. für 
Plattenepithelkarzinomzellen im Tiermodell. Eine intraperitoneale Cisplatinapplikation 
steigerte signifikant die tumorablative Wirkung der nachfolgenden Photodynamischen 
Therapie (Uehara et al., 2006). In-vitro wurde für das anaplastische 
Schilddrüsenkarzinom demonstriert, dass Carboplatin synergistisch die Wirkung 
einer PDT steigert (Biswas et al., 2013). Den erwähnten Arbeiten ist jedoch 
gemeinsam, dass im Gegensatz zu dem hier verwendeten Versuchsaufbau ein 




al., 2011), Uehara et al. Photofrin (Uehara et al., 2006) und Biswas et al. Radachlorin 
(Biswas et al., 2013).  
Photosensibilisator-unabhängige strahlenbedingte Toxizitätssteigerungen für 
Cisplatin bei Plattenepithelkarzinomzellen, wie sie auch in dieser Arbeit festgestellt 
wurden, sind auch von anderen Forschergruppen postuliert worden: von Kanekal et 
al. (Kanekal et al., 2009) und Paiva et al. in-vivo (Chung et al., 2003; Paiva et al., 
1998) sowie von Chung et al. in-vivo und in-vitro (Chung et al., 2003).  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Laserstrahlung bei den hier untersuchten 
Zelllinien zu einer Toxizitätszunahme von Cisplatin und Zolendronsäure führt. 
Generell waren die HNSCC-UM-3 Tumorzellen bei einem großen 
Cisplatinkonzentrationsgradienten deutlich photosensibler als Fibroblasten, bei 
denen die strahlenbedingte Toxizitätssteigerung erst bei submaximalen und 
maximalen Cisplatinkonzentrationen gesehen wurde. Diese Ergebnisse spiegelten 
sich in der histologischen Analyse wieder.  
Völlig ohne gleichzeitige Zytostatikainkubation wurde ein biostimulativer Effekt einer 
Laserbestrahlung auf die Zellfunktion der jeweiligen Zelllinie erkennbar. Ähnliche 
Ergebnisse sind von Bayram et al. für Knochentumorzellen (Bayram et al., 2013) und 




Hinsichtlich der Wirkung der hier verwendeten Laserstrahlung auf den zellulären 
Stoffwechsel lässt sich ein inverser Effekt beobachten. Ohne simultane 
Zytostatikaexposition stimuliert sie den zellulären Metabolismus, in Kombination mit 
einer Noxe steigerte sie deren Toxizität. Da in diesem Versuchsaufbau sowohl zwei 
verschiedene Zelllinien als auch zwei verschiedene Zytostatika verwendet wurden, 
könnte man vermuten, dass die Strahlenwirkung auf die Zellen unabhängig vom 
Zelltyp und der Art der Noxe ist.  
Eine mögliche Erklärung könnte eine direkte Wirkung des Laserlichtes auf die 
Mitochondrien sein. Es wird vermutet, dass diese Form der Bestrahlung in der Lage 
ist, die mitochondriale Atmungskette direkt zu stimulieren (Karu and Kolyakov, 2005). 
Eine so gesteigerte mitochondriale Aktivität als Schlüssel für einen erhöhten 




Zolendronsäure erklären. Nachfolgende Studien sollten Untersuchungen auf 
subzellulärer Ebene einschließen, um eine mögliche Erklärung auf dieser Ebene zu 
finden. Des Weiteren wäre es interessant, andere Zelltypen in Kombination mit 
anderen Noxen sowie anderen Bestrahlungsdosen zu vergleichen.  
Die hier beobachteten Toxizitätssteigerungen von Cisplatin und Zolendronsäure 
könnten für die Entwicklung neuer Therapieansätze in der Behandlung 
keratozystisch odontogener Tumoren wie auch als supportive Maßnahme bei 



























Eine alleinige Laserbestrahlung (LLLT = Low-Level-Lasertherapie) wird heute als 
lokal-konservative Therapie zur Reduktion einer Entzündungsreaktion, Förderung der 
Wundheilung und unterstützend bei verschiedenen neurologischen Erkrankung 
verwendet. Als mögliche Erklärung hierfür wird eine direkte biostimulative Wirkung 
des Laserlichtes auf die Mitochondrien postuliert, die auch als Photobiomodulation 
bezeichnet wird. Die Kombination von Laserlicht mit einem Photosensibilisator ist die 
Grundlage der photodynamische Therapie (PDT). Sie wird in der Zahnmedizin bei 
Parodontitiden, Periimplantitiden und Endodontitiden als antimikrobielle 
Photodynamische Therapie (aPDT) gegen Prokaryonten (HELBO® TheraLite 
Lasers) eingesetzt. In der Dermatologie findet dieses Verfahren bei benignen und 
malignen Hautveränderung Anwendung.  
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Effekt einer Kombination von Low-Level-
Laserbestrahlung (analog einer PDT) mit Cisplatin oder Zolendronsäure in-vitro auf 
den zellulären Stoffwechsel zu untersuchen. Daraus könnten sich neue 
Therapieoptionen für Tumoren und Zysten im Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereich 
entwickeln. 
Hierfür wurden primäre humane Fibroblasten sowie eine HNSCC (head and neck 
squamous cell carcinoma) Tumorzelllinie (UM-SCC-3) entweder mit steigenden 
Konzentrationen von Cisplatin oder Zolendronsäure inkubiert und mit einem nicht 
thermischen Diodenlaser (670 nm, 2 Minuten, 100mW/ cm’2) bestrahlt. Daran 
schloss sich entweder eine Zellfunktionsmessung mittels XTT-Assay oder eine 
histologische Untersuchung durch eine H.E.-Färbung an. 
Eine alleinige Bestrahlung steigerte den Stoffwechsel der beiden Zelllinien im XTT-
Assay im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. Unter Zytostatikaexposition mittels 
Cisplatin oder Zolendronsäure konnte eine strahlenbedingte Toxzitätssteigerung in 
der XTT-Messung im Vergleich zur jeweiligen unbestrahlten Kontrollgruppe 
beobachtet werden. Es zeigte sich eine höhere Photosensibilität der Tumorzelllinie 




Tumorzelllinie konnte eine gleichzeitige Laserbestrahlung die Zellbioviabilität im 
Vergleich zu einer alleinigen Zolendronsäureinkubation signifikant reduzieren. Diese 
Ergebnisse spiegelten sich auch in der histologischen Auswertung wieder. 
Die hier vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass eine Low-Level-Laserbestrahlung 
zu einer lokalen Toxizitätssteigerung von Chemotherapeutika führen kann. Dies 
könnte, ähnlich einer Photodynamischen Therapie, in der Behandlung von Tumoren 
und Zysten von Interesse sein. Mögliche klinische Anwendungsbeispiele wären der 
keratozystisch odontogene Tumor (KCOT) sowie supportiv beim metastasierten 




Today, the biostimulatory effect of low-level laser therapy (LLLT) is mainly used in 
supportive care of chronic diseases. Beneficial effects in terms of wound healing, 
tissue reparation, relieving inflammation and as analgesic for neurological disorders 
have been reported. Furthermore, it is postulated that this kind of radiation as a direct 
bio-stimulatory effect on mitochondria. This is also named as photobiomodulation. 
The advancement of this technology is the photodynamic therapy (PDT), where a 
photosensitizer is activated by light of a specific wavelength. In this described 
combination, it is used in dental medicine as an antimicrobial photodynamic therapy 
(aPDT) in the treatment of periodontitis, peri-implantitis or endodontic therapy. In 
modern dermatology, PDT is widely used against different malignant or non-
malignant cutaneous diseases. 
The purpose of this in-vitro study was to investigate the effect of LLLT with cisplatin 
and zolendronic acid as potential photosensitizer on the bioviability of human benign 
and malignant cells. This could be interesting in the development of new therapeutic 
options for cancer in the craniomaxillofacial region. 
Primary human fibroblasts (PHF) and head and neck squamous cell carcinoma cells 
(HNSCC-UM-3) were treated with different concentrations of zolendronic acid or 
cisplatin and were irradiated twice with a non-thermal diode laser (wavelength 
670nm, 2 minutes, 100mW/ cm'2). Non-irradiated cells served as control groups. Cell 
viability was tested by XTT-assay. For histomorphological analysis a H.E. staining 




Laser therapy significantly increased bioviability for both cell lines. For human 
primary fibroblasts, LLLT increased the cytotoxicity of applied chemotherapeutic 
substances. When HNSCC-UM-3 cells were incubated with cisplatin, an high 
photosensibilization was observed in comparison to primary human fibroblasts. In 
cases of incubation with zolendronic acid, similar to fibroblasts, laser therapy lowered 
cell viability at the highest concentration only, eventhough zolendronic acid alone 
was not seen as cytotoxic.  
Within the limits of this study, it can be concluded that LLLT is able to enhance the 
cytotoxicity of local applied chemotherapeutic agents like cisplatin and zolendronic 
acid. This could be interesting in the development of new therapeutic options using 
chemotherapeutic drugs as a possible photosensitizer. Possible clinical applications 
could be the keratocystic odontogenic tumor (KCOT) as well as a supportive tool in 
terms of metastatic skin cancer, like basal-cell carcinoma, in combination with a 
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